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薬物性肝障害 (DILI) は 1100種類以上の薬物に認められる副作用であり 1)、医薬品の
市場撤退および臨床開発中止の主要因の一つとなっている 2)。発症頻度は数万人に 1 人
程度と低く、多くの場合は軽度に留まり予後良好であるものの、劇症化患者では 60%以
上が死亡もしくは肝移植を必要とするなど予後不良となり得る 3)。特に欧米では DILIは
急性肝不全 (劇症肝炎) 発症の主要因であり、米国では年間 300-500人、フランスでは年
間 500 人が DILI に起因する急性肝不全により死亡に至っている 4)。DILI は発症機序に
基づき”中毒性”と”特異体質性”に大別されるが、アセトアミノフェンに代表される様な、
明確な用量依存性があり動物実験から予測可能な”中毒性”DILIはむしろ例外的で、大部





ン症候群 (SJS)、中毒性表皮壊死症 (TEN)、過敏症症候群 (HSS) 等、重篤度の高い毒性
が多い事から、上市後の警告あるいは市場撤退の主要因の一つとなっている 6)。①服用
開始から IDT発現までに数週間程度の時間を要する、②再投与時には急速かつ重篤な症
状発現に至る症例が多い、③一部の IDT 発症患者では抗薬物抗体 7),8)や薬物特異的な細
胞傷害性 T細胞 9),10)が検出されている、といった特徴から IDT発症には免疫系が関与し
ていると考えられている。特に近年、ゲノムワイド関連解析等の遺伝子解析手法により、
多数の薬物について、特定のヒト白血球抗原 (HLA) アレルと IDT発症との強い遺伝的
関連性が見出されている 11)-13) (Table 1)。したがって、HLA分子による抗原提示を薬物が
修飾あるいは調節する事により、薬物特異的な免疫反応が惹起され、IDT 発症に至ると
推測される。ただし、既報の IDT 発症と特定の HLA アレルとの関連性は、陰性的中率




Table 1. Associations between HLA alleles/haplotypes and IDTs. HLA alleles/haplotypes strongly associated with IDT of each drug are listed with the 
odds ratios, negative predictive values (NPVs), positive predictive values (PPVs) and references. 
Drug HLA allele/haplotype Odds ratio NPV PPV Reference 
Co-amoxiclav 
DRB1*15:01, DQA1*01:02, DQB1*06:02, 
A*02:01, B*07:02 














































Flucloxacillin B*57:01 108.3 99% 0.12% 14 
Ticlopidine A*33:03 13 98% 17% 14 
Nevirapine 
C*04:01 (SJS/TEN, HSS)  
B*35:05 (Rash)  














B*15:02 (SJS)  









Allopurinol B*58:01 580.3 100% 2.0% 25 








害、bile salt export pump (BSEP) 阻害等による肝細胞への直接的なダメージのみでは肝
臓本来の適応機構によりダメージは軽減され、多くの場合、軽度の中毒性または非免
疫性毒性に留まると考えられている 30)。また、IDT予測因子としての HLAアレルの陽
性的中率の低さ (Table 1) から、薬物と HLA分子との相互作用を介した免疫系活性化
が生じた場合でも、通常は軽度の獲得免疫反応に留まり、やがて免疫寛容獲得に至る
と考えられる 31)。したがって、重篤な特異体質性薬物性肝障害 (IDILI) 発症には肝臓
の免疫寛容を破綻させる必要があり、傷害された肝細胞から放出された”danger signal”
によって、HLA分子を介した薬物特異的な免疫反応が強力に感作された場合に初めて
免疫寛容が破綻し、重篤な IDILI発症に至ると考えられる 30)-32) (Figure 1)。 
Figure 1. Hypothetical mechanism of IDILI. 

























ニズムは、主に以下の 3種類である (Figure 2)。 
 




反応を惹起するメカニズムである。接触性過敏症 40)や β ラクタム系抗菌薬に対する
過敏症 41)-43)は本メカニズムに基づくと考えられている。 
(2) Pharmacological interaction with immune receptors (p-i) コンセプト 


















































ズ比が高い HLA クラス I を対象とした皮膚障害 (SJS/TEN, HSS 等) についての研究が
大半を占め、オッズ比が低い HLA クラス II を対象とした IDILI に関する研究事例は非







グシミュレーション、②分子動力学 (MD) シミュレーション、③in vitroペプチド結合試
験の 3種類を選択した。また、評価薬物としては、いずれも特定の HLAクラス IIと関
連した IDILI発症が報告されているネビラピン 22)、キシメラガトラン 18)、ラパチニブ 15)
を選択した。第 1章ではネビラピンと HLA-DRB1*01:01との相互作用、第 2章ではキシ
メラガトランと HLA-DRB1*07:01 との相互作用、第 3 章ではラパチニブと HLA-







HLA-DRB1*01:01 および DRB1*15:01 タンパク質の 3 次元立体構造は Protein Data 
Bank53)に登録されている X線結晶解析データ (PDB ID: 3PDOおよび 1BX2) に基づき作
成した。HLA-DRB1*07:01の X線結晶構造は報告されていないため、PDB ID: 3PDOお
よび 1H15を鋳型として、HLA-Modeler54) (菱化システム) を用いたホモロジーモデリン
グにより作成した。各薬物の構造情報は DrugBank55)より取得した。全ての計算は総合計
算化学システムMOE56) (Chemical Computing Group Inc.) を用い、ドッキング計算にはプ
ログラム ASEDock57)を使用した。ペプチド結合溝におけるリガンド結合可能部位は
Alpha Site Finderにより Figure 3に示す様なアルファ球の集合として表現された。ペプチ




Figure 3. Representative alpha spheres generated at a concavity in the peptide binding groove of 
HLA-DR molecules. The white and red alpha spheres represent hydrophobic and hydrophilic 












HLA-DRB1*01:01および DRB1*15:01タンパク質の 3次元構造は PDB ID: 1AQDおよ
び 1BX2に基づき作成し、HLA-DRB1*07:01の 3次元構造は PDB ID: 1AQD (α鎖) およ
び 1BX2 (β鎖) を鋳型としたホモロジーモデリングにより作成した。各 HLAアレルに対
するリガンドペプチドとして Table 2 に示すペプチドを選択し、ヘマグルチニン (HA; 
306-318) ペプチドは PDB ID: 1DLH、ミエリン塩基性タンパク質 (MBP; 84-102) ペプチ
ドは PDB ID: 1BX2 および 1FV1 を鋳型としたホモロジーモデリングにより構造を作成
した。破傷風菌由来毒素 (TT; 830-844) ペプチドは鋳型となる適切な PDB構造が存在し
ないため、Visual Molecular Dynamicsソフトウェア 59)のMolefactureプラグインを用いた
de novo合成により構造を作成した。 
Table 2. Ligand peptides used in MD simulations. 
HLA allele Origin of peptide Sequence Test frame 
DRB1*01:01 Haemagglutinin 306-318 PRYVKQNTLKLAT 2,3,4 
DRB1*07:01 Tetanus toxin 830-844 QYIKANSKFIGITEL 1,2,3 
DRB1*15:01 Myelin basic protein 84-102 NPVVHFFKNIVTPRTPPPS 2,3,4,7 
MDシミュレーションには ACEMDソフトウェア 60) (Acellera) を用いた。はじめに、
各 HLA タンパク質複合体の立体構造から水分子およびイオンを取り除き、pH 7.4 でプ




衡化し、一定の温度および体積を維持する NVT アンサンブル条件下で MD シミュレー







各 HLAタンパク質複合体構造から抗原ペプチドを除去し、10ナノ秒 (ns) 間のシ




成したリガンドペプチド (Table 2) と置換してシミュレーションの開始構造とした。
HLA-DRB1*01:01および DRB1*15:01については、鋳型ペプチドと同様にフレーム 3 
(N末端から 3番目のアミノ酸残基が HLAペプチド結合溝の P1ポケットに結合する
コンフォメーション) でリガンドペプチドを配置した。ホモロジーモデリングで作成
した HLA-DRB1*07:01 の立体構造には抗原ペプチドが含まれないため、はじめに




ド結合フレームから、ペプチド結合溝に沿ってスライドさせたフレーム (Table 2) を
開始構造とし、それぞれ 5 ns のシミュレーションを行った。X 線結晶構造のペプチ
ド結合フレームとの整合性、シミュレーション系全体のエネルギー的安定性、リガン





④ HLA-薬物-リガンドペプチド 3者複合体 





ドペプチドの配置を垂直方向に 3 Å から 4 Å 程度調節して 5 ns のシミュレーション
を行った。いずれの複合体においても、シミュレーション開始後速やかにこのシフト
は解消され、リガンドペプチドは HLAペプチド結合溝と相互作用した。 
3) In vitroペプチド結合試験 
3種類の HLAクラス IIタンパク質 (DRB1*01:01、DRB1*07:01、DRB1*15:01；いずれ
も HLA-DRAとのヘテロ二量体) は Benaroya Research Instituteより入手した。Table 3に
示す 6種類のペプチドはライフテクノロジーズジャパン株式会社にて合成し、陽性およ
び陰性対照として用いた。3種類の陽性対照ペプチドの N末端に 2分子の 6-アミノカプ
ロン酸を介してビオチン標識したプローブペプチドは、ライフテクノロジーズジャパン
株式会社にて合成した。ネビラピン (SRP03408n) は Sequoia Research Products Ltd.より、
キシメラガトラン (sc-208491) は Santa Cruz Biotechnology, Inc.より、ラパチニブ (L-4899、
フリー体) は LC Laboratories, Inc.より購入した。その他の試薬は、市販の特級、一級、
HPLC用のものを用いた。 
Table 3. Peptides used in the in vitro peptide binding study. 
 HLA allele Origin of peptide Sequence 
Positive 
control 
DRB1*01:01 Haemagglutinin 306-318 PRYVKQNTLKLAT 
DRB1*07:01 Tetanus toxin 830-844 QYIKANSKFIGITEL 




Herpes simplex virus type 2 
glycoprotein B 876-893 
VTNMVLRKRNKARYSPLH 
DRB1*07:01 Ovalbumin 323-339 ISQAVHAAHAEINEAGR 
DRB1*15:01 Ovalbumin 323-339 ISQAVHAAHAEINEAGR 
既報の方法 62)に若干の修正を加え、以下の通り実験を行った。各薬物およびプローブ
ペプチドはジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解し、150 mM クエン酸リン酸緩衝液 
(CPB、pH 5.4) を用いて 25倍希釈して薬物溶液およびプローブペプチド溶液とした。各
HLA タンパク質は 1.5% n-Octyl-β-D-glucopyranoside (和光純薬工業株式会社) および





ク質に対する解離定数以下に設定した。96 well プレートに抗 HLA-DR 抗体 (L243, 
BioLegend, Inc.) を固相化し、0.5% ウシ胎児血清含有リン酸緩衝液 (pH 7.4) でブロッキ
ングした後、0.75% n-Octyl-β-D-glucopyranoside含有 50 mM トリス緩衝液 (pH 8.0) を用
いて中和したインキュベーション溶液を添加し、4°C で一晩インキュベーションする事
により、HLAタンパク質-プローブペプチド複合体を捕捉した。0.05% Tween 20含有リ
ン酸緩衝液 (pH 7.4) で 5回洗浄後、ユーロピウム標識ストレプトアビジン (Perkin-Elmer, 
Inc.) を添加し、室温で 1 時間インキュベーションした。洗浄後、DELFIA enhancement 
solution (Perkin-Elmer, Inc.) を添加し、遮光下にて室温で 20 分間インキュベーションし
た後、SpectraMax M5 マイクロプレートリーダー (Molecular Devices, LLC.) もしくは
EnVisionマイクロプレートリーダー (Perkin-Elmer, Inc.) を用いた時間分解蛍光法 (励起
波長 320 nm、蛍光波長 615 nm) により、HLA タンパク質に結合したプローブペプチド
を検出した。得られた蛍光カウントについて、DMSO添加群を対照群としてダネット検
定を行い、P < 0.05を統計学的有意とした。 
ネビラピンおよびキシメラガトランの検討においては、上記サンプルの一部を別の抗
HLA-DR 抗体固相化プレートに移して HLA タンパク質複合体を捕捉し、洗浄後、アセ
トニトリルを用いて HLA タンパク質に結合した薬物を抽出した。Table 4 に示す分析条
件にて、液体クロマトグラフィータンデム質量分析計 (LC-MS/MS) を用いて抽出液中の
薬物濃度を定量した。ニフルミン酸 (IS; 0.05 μM) を内部標準物質として用いた。抽出液




Table 4. LC-MS/MS conditions. 
HPLC system Prominence LC-20A system (Shimadzu Corp.) 
MS/MS system API 4000 LC-MS/MS system (AB Sciex Pte. Ltd) 
Column Shim-pack XR-ODS (2.2 μm, 30 × 2 mm) (Shimadzu GLC Ltd.) 
Column oven temp. 40°C 
Sample cooler temp. 4°C 
Injection volume 3 μL 
Mobile phase A H2O/100 mM CH3CO2NH4/CH3CN (900/50/50, v/v/v) 
Mobile phase B CH3CN/100 mM CH3CO2NH4 (1000/50, v/v) 
Flow rate 0.75 mL/min 
Ionization mode Electrospray ionization-positive 
Gradient table 
Time (min) 0 0.5 1.0 1.75 
B (%)  50 50 100 100 
Monitoring ion 
[Nevirapine] m/z 267.1 → 226.1 
[Ximelagatran] m/z 474.0 → 198.0 




第 1章 ネビラピンと HLA-DRB1*01:01の相互作用 
1-1. 小序 




服用患者の約 5%において皮膚障害および DILIを中心とした HSS が認められ 22),63)-67)、
致死的な副作用として【警告】となっている。服用開始から副作用発現までに数週間を
要し、CD4陽性 T細胞数が多い患者で副作用発現率が高いといった特徴から、ネビラピ
ン HSS は免疫介在性の副作用と考えられている 20)-22),65)。興味深い事に、毒性発現部位
によって毒性発現と関連する HLAクラスが異なり、皮膚障害 (SJS/TENおよび発疹) で
は HLAクラス Iの C*04:01や B*35:05との関連性が見出されている 20),21),66),67)一方、DILI
では HLAクラス IIの DRB1*01:01が関連遺伝子として報告されている 22),65),66)。また、













HLA-DRB1*01:01 ペプチド結合溝の P4 ポケット周辺と相互作用する事が示唆された 





Figure 5. Binding mode of nevirapine to HLA-DRB1*01:01 in docking simulations, (a) side view 
and (b) top view. The structures of HLA-DRB1*01:01, nevirapine, and amino acid residues of 
HLA-DRB1*01:01 in the vicinity of nevirapine are depicted in cartoon mode, ball-and-stick model, 




よび②HLA-リガンドペプチド複合体については、第 1 章から第 3 章で評価した 3 種類








HLA クラス II 分子から抗原ペプチドが外れると、速やかにペプチド結合溝が閉じた
ペプチド非受容性コンフォメーションを形成する事が知られており 70)-72)、アポ体のMD
シミュレーションにより、本コンフォメーション変化が再現されている 73)。そこで、シ
ミュレーション系の妥当性を評価する目的で、3 種類の HLA アレルそれぞれについて、
アポ体でのMDシミュレーションを行った。いずれも系のエネルギー状態はシミュレー
ション開始後 0.2 ns 以内に安定化し、その後シミュレーションを通じて安定した 
(Figure 6(a))。各アミノ酸残基の α炭素の RMSFはアレル間で同等であった (Figure 6(b))。
10 nsのシミュレーションを通じて RMSDは経時的に増加し (Figure 6(c))、特にペプチド
結合溝を形成する 2本の αヘリックス間の距離に変化が認められた (Figure 6(d))。HLA-
DRB1*01:01 および DRB1*15:01 ではペプチド結合溝が狭まる変化が認められた一方、
HLA-DRB1*07:01ではペプチド結合溝が広がる変化が認められた。HLA-DRB1*07:01の
みホモロジーモデリングで作成した構造である事を考慮し、10 nsを追加して計 20 nsの
シミュレーションを行った結果、最終的に HLA-DRB1*07:01でもペプチド結合溝が狭ま
る事を確認した (Figure 7)。各シミュレーションにおける HLAタンパク質の構造変化を
Figure 8に示す。いずれの HLAアレルでも β鎖 αヘリックス、特に β鎖の 66番目のア
ミノ酸残基付近で最も大きなコンフォメーション変化が認められた。各シミュレーショ
ンにおける系全体のエネルギー、RMSF、ペプチド結合溝サイズおよびそのスロープを






Figure 6. Parameters of MD simulations of apo structures. (a) Calculated energies vs. time plot, 
(b) RMSF values of polypeptide backbone. The location of α and β chains and residues that 
comprise the peptide binding groove helices are indicated by the solid and dashed lines running 
just above the x-axis, respectively. The α chain (solid black), α chain helix (solid purple), β chain 
(dashed black), and β chain helix (dashed purple). (c) RMSD values of polypeptide backbone vs. 
time plot and (d) the average distance between each Cα in the helix of the α chain and the closest 
Cα in the helix of the β chain.  
 



























































distance (Å)  
Slope of inter-helical 
distance curve (Å/ns)  
DRB1*01:01 -106715 ± 310 1.0 ± 0.4 13.0 ± 0.4 -0.12 
DRB1*07:01 -108900 ± 315 1.1 ± 0.5 12.7 ± 0.4 -0.03 
DRB1*15:01 -112657 ± 357 0.9 ± 0.4 11.7 ± 0.4 -0.17 
 
Figure 8. Simulated representative structures of apo structures; HLA-DRB1*01:01 (a,b), HLA-
DRB1*07:01 (c,d) and HLA-DRB1*15:01 (e,f). (a,c,e) Alignment of the initial structure (red) 
and a representative structure (blue), (b,d,f) sausage plot of the structure, where the color and 

















を通じて安定した (Figure 9(a))。RMSD平均値の経時変化は HLAアレルおよびペプチド
結合フレームによって異なり、HLA-DRB1*07:01-TTペプチド (フレーム 2) で最も大き
な経時変化を示した (Figure 9(b-d))。各アミノ酸残基 α 炭素の RMSF は全てのシミュレ
ーションで同様の傾向を示し (Figure 10(a))、いずれの HLA アレルについても、少なく
ともいずれかの開始フレームにおいて、アポ体よりも RMSF 平均値は小さくなった 
(Table 6)。ペプチド結合溝サイズは HLAアレルおよびペプチド結合フレームによって大
きく異なり (Figure 10(b-d))、HLA-DRB1*01:01-HAペプチド (フレーム 2) および HLA-
DRB1*07:01-TT ペプチド (フレーム 1) を除く 8 つのシミュレーションではいずれもア
ポ体よりもペプチド結合溝は広くなった (Table 6)。 
3 者複合体シミュレーションの開始フレームとして 4 種類の HLA-リガンドペプチド
複合体を選択した。各シミュレーションにおける HLA 分子およびリガンドペプチドの
構造変化を Figure 11-14に示す。以下、HLAアレル毎に開始フレームの選択理由を示す。 
1. HLA-DRB1*01:01-HAペプチド複合体 
X線結晶構造 (PDB ID: 1DLH) に最も近いコンフォメーションであり、α鎖 β鎖と HA
ペプチドとの良好な相互作用を示したフレーム 3を選択した (Figure 11)。加えて、ペプ
チド結合位置のシフトは認められるものの、エネルギー的に最安定であるフレーム 2を









フレーム 3、フレーム 4共に α鎖 β鎖と良好な相互作用を示した。X線結晶構造 (PDB 
ID: 1BX2) に最も近いフレーム 3を選択した (Figure 14)。 
Figure 9. Parameters of MD simulations of HLA-ligand peptide complexes. (a) Calculated 


























DRB1*07:01 – frame 1
DRB1*07:01 – frame 2
DRB1*07:01 – frame 3
DRB1*01:01 – frame 2
DRB1*01:01 – frame 3
DRB1*01:01 – frame 4
DRB1*15:01 – frame 2
DRB1*15:01 – frame 3
DRB1*15:01 – frame 4
DRB1*15:01 – frame 7
01:01 – frame 2
01:01 – frame 3
01:01 – frame 4
07:01 – frame 1
07:01 – frame 2
07:01 – frame 3
15:01 – frame 2
15:01 – frame 3
15:01 – frame 4




Figure 10. Parameters of MD simulations of HLA-ligand peptide complexes. (a) RMSF values of 
polypeptide backbone and (b-d) the average inter-helical distance curves.  
 
Figure 11. Simulated representative structures of HLA-DRB1*01:01-HA peptide complex in 
frame 3. (a) Alignment of the initial structure (red) and a representative structure (blue), (b) 















































DRB1*01:01 – frame 2
DRB1*01:01 – frame 3
DRB1*01:01 – frame 4
DRB1*15:01 – frame 2
DRB1*15:01 – frame 3
DRB1*15:01 – frame 4
DRB1*15:01 – frame 7
07:01 – frame 3
15:01 – frame 2
15:01 – frame 3
15:01 – frame 4
15:01 – frame 7
DRB1*07:01 – frame 1
DRB1*07:01 – frame 2
DRB1*07:01 – frame 3
01:01 – frame 2
01:01 – frame 3
01:01 – frame 4
07:01 – frame 1
07:01 – frame 2
:  fr  
:  fr  
:  fr  
:  fr  
:  fr  
: fr  
:  fr  
:  fr  
:  fr  





Figure 12. Simulated representative structures of HLA-DRB1*01:01-HA peptide complex in 
frame 2. (a) Alignment of the initial structure (red) and a representative structure (blue), (b) 
sausage plot of the structure. 
 
Figure 13. Simulated representative structures of HLA-DRB1*07:01-TT peptide complex in frame 
3. (a) Alignment of the initial structure (red) and a representative structure (blue), (b) sausage plot 
of the structure. 
 
Figure 14. Simulated representative structures of HLA-DRB1*15:01-MBP peptide complex in 
frame 3. (a) Alignment of the initial structure (red) and a representative structure (blue), (b) 


















Slope of inter-helical 
distance curve (Å/ns)  
DRB1*01:01 HA 
2 -111392 ± 580 0.9 ± 0.4 12.7 ± 0.2 -0.16 
3 -106078 ± 323 0.9 ± 0.3 14.2 ± 0.3 0.04 
4 -103554 ± 479 0.9 ± 0.4 14.8 ± 0.3 0.09 
DRB1*07:01 TT 
1 -117176 ± 768 0.9 ± 0.3 12.3 ± 0.2 -0.02 
2 -116425 ± 496 1.2 ± 0.5 14.1 ± 0.4 0.06 
3 -119540 ± 689 1.0 ± 0.4 13.0 ± 0.3 -0.08 
DRB1*15:01 MBP 
2 -129694 ± 518 0.9 ± 0.3 13.0 ± 0.3 -0.08 
3 -123130 ± 746 0.9 ± 0.3 13.1 ± 0.1 0.04 
4 -125663 ± 257 0.8 ± 0.4 13.4 ± 0.2 -0.03 






ンを選択するため、HLA-DRB1*01:01-ネビラピン 2者複合体 (HAペプチド無し) のMD
シミュレーションを行った。シミュレーション開始後 0.5 ns以内に系全体のエネルギー
状態は安定化し (Figure 15(a))、RMSDも 1.5 ns以内に安定化した (Figure 15(c))。ペプチ
ド結合溝サイズはアポ体と同等であり (Figure 15(d)、Table 7)、ペプチド非受容性コンフ
ォメーションに近い構造であると考えられた。ネビラピンはドッキングシミュレーショ
ンと同様に、HLA-DRB1*01:01 ペプチド結合溝の P4 ポケット周辺と相互作用する事が
示唆された (Figure 16(a,b))。 
 
Figure 15. Parameters of MD simulations of HLA-DRB1*01:01-nevirapine complex and HLA-
DRB1*01:01-nevirapine-HA peptide trimers. (a) Calculated energies vs. time plot, (b) RMSF 
values of polypeptide backbone, (c) RMSD values of polypeptide backbone vs. time plot and (d) 


































DRB1*01:01 – Nevirapine 
DRB1*01:01 – Nevirapine – HA peptide (frame 2)




Figure 16. Simulated representative structures of (a,b) HLA-DRB1*01:01-nevirapine complex, 
(c,d) HLA-DRB1*01:01-nevirapine-HA peptide trimer in frame 2 and (e,f) frame 3. (a,c,e) 
Alignment of the initial structure (red) and a representative structure (blue), (b,d,f) sausage plot of 
the structure. 
















ション変化が認められた (Figure 15(d)、Table 7)。両フレーム共にネビラピンの結合ポケ
ットおよびコンフォメーションに大きな変化は無く、ネビラピンが P4 ポケットにはま
り込んだ状態で、その上に HAペプチドが載る形で HLA-DRB1*01:01と結合する事が示
唆された (Figure 16(d,f))。HAペプチド両末端の揺らぎが小さい事から、フレーム 3がよ
り安定な構造と考えられた。 
Table 7. Parameters of MD simulations of HLA-DRB1*01:01-nevirapine complex and HLA-
DRB1*01:01-nevirapine-HA peptide trimers (mean ± SD). 
HLA allele DRB1*01:01 
Nevirapine + + + 
HA peptide frame - 2 3 
Energy (kcal/mol) -106370 ± 534 -120550 ± 244 -112166 ± 231 
RMSF (Å) 0.8 ± 0.3 0.8 ± 0.3 0.9 ± 0.3 
Inter-helical distance (Å) 13.1 ± 0.4 13.5 ± 0.2 12.6 ± 0.2 
Slope of inter-helical distance 
curve (Å/ns) 
-0.14 0.02 -0.13 




性対照ペプチド (Table 3) を用いて試験系の妥当性を確認したところ、いずれの陽性ペ
プチドも HLA-DR分子へのプローブペプチドの結合を阻害し、HAペプチド、TTペプチ
ドおよびMBPペプチドの IC50はそれぞれ 0.03 μM、0.41 μMおよび 0.004 μMであった。





1000 μM において HA ペプチドの HLA-DRB1*01:01 への結合が有意に増加した事から 
(Figure 17)、ネビラピンは HLA-DRB1*01:01 と相互作用していると考えられた。一方、










Figure 17. The effect of nevirapine on the binding of probe peptides to HLA-DR molecules. The 
DELFIA counts in the presence of nevirapine are normalized by that in DMSO control (n = 8). 































通して同定された HLA アレルは、皮膚過敏症関連因子としての C*04:01 である 74)。
Pavlos らは HLA ペプチド結合溝ポケットの化学的性質の類似性に着目し、体系的かつ
アレル横断的な独自の分析手法を用いて、重篤な皮膚過敏症リスクの高い HLA-C アレ




あわせて Pavlos らは、高リスク HLA-DR アレル  (DRB1*01:(01/02/03) および 
DRB1*04:(04/05/08/10)) が共通の P4ポケットモチーフを有する事を報告している。本研




同システムで予測された他の IDT発症薬物と HLAリスクアレルとの結合親和性 69),75),76)
と比較して低い点には留意が必要である。 
In vitroペプチド結合試験では、ネビラピンは HLA-DRB1*01:01選択的に HLAへのプ
ローブペプチドの結合量を増加させたが、本作用が認められたのは評価した最高濃度で




ネビラピン (分子量 266.3) はアバカビル (分子量 286.3) と同様に分子サイズが小さ
く、MD シミュレーションでは HLA-DRB1*01:01 の P4 ポケットに結合したネビラピン
31 
 








らの検討におけるネビラピン濃度は 100 μg/mL (375.5 μM) であり、in vitroペプチド結合
試験 (Figure 17) において、HLA-DRB1*01:01 への HA ペプチドの結合量に対する影響















HLA-DP2 ペプチド結合溝サイズの変化を MD シミュレーションで解析し、複合体コン
フォメーション変化の指標としている 77)。本研究の MD シミュレーションでは、HLA-
32 
 
DRB1*01:01-HA ペプチド複合体 (フレーム 3) のペプチド結合溝サイズは、ネビラピン

















第 2章 キシメラガトランと HLA-DRB1*07:01の相互作用 
2-1. 小序 










存在する酵素 mitochondrial reducing component 2 に依存した酸化ストレスを引き起こす




Figure 18. Chemical structures of (a) ximelagatran in oxime form, (b) ximelagatran in 
hydroxylamine form and (c) melagatran.  












DRB1*07:01 および DRB1*15:01 に対するキシメラガトランの GBVI/WSA_dG の最小値
はそれぞれ、-11.88 kcal/mol、-11.24 kcal/molおよび-10.99 kcal/molと非常に低く、キシメ
ラガトランが非常に高い HLA-DR との相互作用ポテンシャルを有する事が示唆された 
(Table 8)。一方、GBVI/WSA_dG 値としては HLA-DRB1*07:01 選択性は認められなかっ
た。また、主代謝物であるメラガトランの相互作用ポテンシャルは、いずれの HLA-DR
に対してもキシメラガトランよりも低いと考えられた (Table 8)。 
Table 8. The lowest GBVI/WSA_dG values of the complexes between ximelagatran or 








DRB1*01:01 Hydroxylamine -11.88 -9.91 
DRB1*07:01 Oxime -11.24 -10.41 





Figure 19. Binding modes of ximelagatran (a,c,e) and melagatran (b,d,f) at the peptide binding 
grooves of HLA-DR molecules with the lowest GBVI/WSA_dG values in each complex, (a,b) 
DRB1*01:01, (c,d) DRB1*07:01 and (e,f) DRB1*15:01. The structures of the HLA-DR molecules 
are depicted in cartoon mode (α helix in red and β sheet in yellow) and ximelagatran and 















た (Figure 20(c))。HLA-DRB1*01:01-ネビラピン複合体 (Figure 15(d)、Table 7) とは異な
り、シミュレーションを通じてペプチド結合溝サイズに大きな変化はなく、ペプチド結
合溝は開いたままであった (Figure 20(d)、Table 9)。キシメラガトランはペプチド結合溝
の P3 ポケットから P6 ポケットまでの広範囲に跨って寝そべる様に相互作用しており、 
”代表構造”としてはエチル基を P4 ポケットに突き刺す結合様式を取ったが、キシメラ
ガトラン全体の RMSFは比較的大きく、結合はやや不安定と考えられた (Figure 21(a,b))。 
 
Figure 20. Parameters of MD simulations of HLA-DRB1*07:01-ximelagatran complex and HLA-
DRB1*07:01-ximelagatran-TT peptide trimer. (a) Calculated energies vs. time plot, (b) RMSF 
values of polypeptide backbone, (c) RMSD values of polypeptide backbone vs. time plot and (d) 










































0 1 2         3         4         5
Time (ns)
(d)
DRB1*07:01 – ximelagatran 
DRB1*07:01 – ximelagatran – TT peptide
38 
 
Table 9. Parameters of MD simulations of HLA-DRB1*07:01-ximelagatran complex and HLA-
DRB1*07:01-ximelagatran-TT peptide trimer (mean ± SD). 
HLA allele DRB1*07:01 
Ximelagatran + + 
TT peptide frame - 3 
Energy (kcal/mol) -108308 ± 358 -124612 ± 244 
RMSF (Å) 0.9 ± 0.4 1.0 ± 0.4 
Inter-helical distance (Å) 13.7 ± 0.4 14.1 ± 0.3 
Slope of inter-helical distance curve (Å/ns) 0.06 0.08 
 
Figure 21. Simulated representative structures of (a,b) HLA-DRB1*07:01-ximelagatran complex 
and (c,d) HLA-DRB1*07:01-ximelagatran-TT peptide trimer in frame 3. (a,c) Alignment of the 
initial structure (red) and a representative structure (blue) and (b,d) sausage plot of the structure. 









安定であった (Figure 20(a)) が、RMSDは増加傾向を示した (Figure 20(c))。キシメラガ
トランは TT ペプチド非存在下と同様なコンフォメーションを取り、ペプチド結合溝の
P3ポケットからP6ポケットまでと相互作用する事が示唆された (Figure 21(c,d))。一方、
TT ペプチドの両末端は RMSF が極めて大きく、”代表構造”としてはペプチド結合溝の
外側に飛び出すコンフォメーションを取り、ペプチド結合溝との相互作用は極めて限定
的となる事が示唆された。ペプチド結合溝サイズは HLA-DRB1*07:01-TT ペプチド複合
体 (13.0 ± 0.3 Å; Table 6) と比較して、3者複合体で広くなった (Table 9)。 
2-2-3. In vitroペプチド結合試験 
HLA-DRB1*07:01へのプローブペプチドの結合に対するキシメラガトランのアレル選
択的な阻害作用 18)の再現性を確認するため、in vitroペプチド結合試験を実施した。その
結果、プローブペプチドのHLA-DRB1*07:01への結合がキシメラガトラン (1000 μM) に
よりアレル選択的に阻害され、既報データ 18)の再現性が確認された (Table 10)。 
Table 10. The effect of ximelagatran on the binding of the probe peptides to HLA-DR molecules. 
The effects of ximelagatran are expressed as a percentage of the binding of the probe peptides 
compared with DMSO control (n = 8). Values show average ± SD of quadruplicate. 
HLA allele DRB1*01:01 DRB1*07:01 DRB1*15:01 
% of DMSO control 105.7 ± 4.4 91.1 ± 13.4 112.3 ± 8.4 





メラガトラン濃度の上昇が認められた (Table 11; #1 vs #2、#4 vs #5 および #7 vs #8)。統
計学的有意差 (P < 0.05) が認められたのは HLA-DRB1*01:01 (P = 0.006) のみであった




トラン濃度の低下が認められたが (#2 vs #3、#5 vs #6 および #8 vs #9)、HLA-DRB1*07:01
でその低下具合が最も弱い傾向にある事が示唆された (P = 0.211)。 
 
Table 11. Concentration of ximelagatran in the peptide binding study samples detected by LC-
MS/MS. Concentration of ximelagatran in each sample is expressed as average ± SD of 
quadruplicate. P-values were calculated for concentrations of ximelagatran in the absence of the 
ligand peptide compared with the absence of HLA-DR, and for concentrations of ximelagatran in 
the presence of HLA-DR and the ligand peptide compared with the presence of HLA-DR in the 
absence of the ligand peptide for each HLA-DR allele. (NA = not applicable). 
Incubation 
No. 








- + 0.11 ± 0.01 NA 
#2 + - 0.17 ± 0.03 0.006 (vs 1) 
#3 + + 0.13 ± 0.01 0.023 (vs 2) 
#4 
DRB1*07:01 
- + 0.13 ± 0.01 NA 
#5 + - 0.17 ± 0.03 0.087 (vs 4) 
#6 + + 0.14 ± 0.01 0.211 (vs 5) 
#7 
DRB1*15:01 
- + 0.14 ± 0.03 NA 
#8 + - 0.23 ± 0.09 0.084 (vs 7) 











の値と比較して顕著に低く 69),75),76)、キシメラガトランの HLA-DR 分子に対する相互作
用ポテンシャルは極めて高い事が示唆された。 
MDシミュレーションでは、ネビラピン (Table 7) の場合とは対照的に、キシメラガト
ランとの相互作用により HLA-DRB1*07:01 ペプチド結合溝は開いたコンフォメーショ
ンを維持する事が示唆された (Table 9)。本作用は、HLA-DR分子への抗原ペプチドの結
合を促進する、主要組織適合遺伝子複合体 (MHC) loading enhancer (MLE) として知られ
る AdCaPyと同様の作用である 71),73)。しかし、HLA-DR 分子の P1ポケットにすっぽり






ーションとなった (Figure 21(c,d))。この結果は、キシメラガトランが HLA-DRB1*07:01
への TT ペプチドの結合を阻害する可能性を示していると考えられた。また、ペプチド
結合溝サイズに注目すると、HLA-DRB1*07:01-TTペプチド複合体と比較して、3者複合





作用と合致しており、妥当な結果と考えられる 18) (Table 10)。 































第 3章 ラパチニブと HLA-DRB1*07:01の相互作用 
3-1. 小序 
ラパチニブ (Figure 22) は上皮成長因子受容体および HER2/neu を阻害する二重チロ
シンキナーゼ阻害薬であり、HER2 過剰発現が確認された手術不能または再発乳癌を対
象として、カペシタビンまたはアロマターゼ阻害薬との併用で用いられる。忍容性は概
ね良好なものの、1.6-3.0%の患者でグレード 3 の ALT 上昇、さらに 0.2%の患者で Hy’s 
law に該当する重篤な IDILI が認められ 81)、間質性肺炎と共に【警告】となっている。
ゲノムワイド関連解析により、IDILIと HLA-DQA1*02:01および DRB1*07:01との間に
強い遺伝的関連性が見出され、ラパチニブによる IDILI 発症における免疫系の関与が示
唆された 16),17)。これら HLA アレル間には強い連鎖不平衡が認められるが、ヘテロダイ
マー解析手法により、単独で IDILI発症との因果関係がある HLAアレルは DRB1*07:01
のみである事が示されている 15)。しかし、IDILI予測因子としての HLA-DRB1*07:01は




DRB1*07:01 を介したラパチニブ特異的な免疫反応が、ラパチニブによる IDILI 発症に
おいて極めて重要な反応である事は間違いないと考えられる。 
 

















MD シミュレーションにより HLA アレル特異的な薬物作用が評価可能か否かを検討





ョン変化を予測するため、HLA-ラパチニブ 2者複合体 (リガンドペプチド無し) の MD
シミュレーションを行った。いずれの複合体もシミュレーション開始後約 0.5 nsまでに
系全体のエネルギー状態は安定化し (Figure 23(a))、各アミノ酸残基 α 炭素の RMSF は
HLA-DRB1*01:01 と比較して DRB1*07:01 および DRB1*15:01 で大きい傾向が認められ
た (Figure 23(b))。RMSDの経時変化は HLAアレル毎に異なり、HLA-DRB1*01:01では
シミュレーション開始後 0.5 ns程度で安定化したが、HLA-DRB1*15:01では 2.5 ns時点
まで緩やかに増加した。HLA-DRB1*07:01 は 0.5 ns 程度で安定した後、4 ns の時点で急
激な RMSDの増加が認められ、その後すぐに安定化した (Figure 23(c))。ペプチド結合溝
平均サイズの経時変化も HLAアレル間で異なり、HLA-DRB1*01:01および DRB1*07:01
では、アポ体 (Table 5) よりもペプチド結合溝は狭くなった一方、DRB1*15:01では広く
なった (Figure 23(d), Table 12)。 
ラパチニブは HLA-DRB1*01:01の P1ポケットにフルオロフェニル基を降ろし、P4ポ
ケットとキナゾリン環が相互作用した状態で P1から P4ポケットに跨って結合すると予
測された (Figure 24(a,b))。メチルスルホニル基側の RMSF は比較的大きいものの、3 種
類の HLA-DR との複合体の中でラパチニブ全体の RMSF は最も小さく、比較的安定な
結合と見受けられた。また、HLA-DRB1*01:01-ネビラピン複合体 (Figure 16(a,b)) と比較






キシメラガトラン (Figure 21(a,b)) との比較では、ラパチニブの方がHLA-DRB1*07:01に
対して安定に結合する可能性が高いと考えられた。興味深い事に、HLA-DRB1*07:01の




ばすようにして結合すると予測された (Figure 24(e,f))。しかし、HLA分子全体の RMSF
は 3種類の HLA-DRで最も大きく、不安定な結合となる可能性が示唆された。 
 
Figure 23. Parameters of MD simulations of HLA-lapatinib complexes. (a) Calculated energies 
vs. time plot, (b) RMSF values of polypeptide backbone, (c) RMSD values of polypeptide 


























































Figure 24. Simulated representative structures of lapatinib-bound (a,b) HLA-DRB1*01:01, (c,d) 
HLA-DRB1*07:01 and (e,f) HLA-DRB1*15:01. (a,c,e) Alignment of the initial structure (red) 



























Slope of inter-helical 
distance curve (Å/ns)  
DRB1*01:01 -106639 ± 328 0.9 ± 0.4 12.6 ± 0.4 -0.07 
DRB1*07:01 -108643 ± 360 1.3 ± 0.4 12.4 ± 0.4 -0.10 
DRB1*15:01 -112332 ± 647 1.3 ± 0.5 12.7 ± 0.2 0.02 











Slope of inter-helical 
distance curve (Å/ns)  
DRB1*01:01 HA 
2 -120916 ± 246 0.8 ± 0.4 14.1 ± 0.2 0.00 
3 -117928 ± 224 0.9 ± 0.4 13.7 ± 0.2 0.06 
DRB1*07:01 TT 3 -122756 ± 293 1.1 ± 0.6 11.4 ± 0.3 0.02 
DRB1*15:01 MBP 3 -124540 ± 229 0.9 ± 0.5 15.1 ± 0.3 0.10 
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各アミノ酸残基 α 炭素の RMSF は複合体間で大差なく、各 HLA-DR のアポ体およびリ
ガンドペプチド複合体とほぼ同等であった (Figure 25(a,b), Table 13)。RMSD は HLA-
DRB1*15:01 複合体では経時的に増加したが、それ以外は 2 ns 以内には安定化した 
(Figure 25(c))。ペプチド結合溝平均サイズは HLA-DRB1*07:01 複合体の狭さが際立った
が、経時変化としてはどの複合体でも小さかった (Figure 25(d))。 
 
Figure 25. Parameters of MD simulations of HLA-lapatinib-ligand peptide trimers. (a) Calculated 
energies vs. time plot, (b) RMSF values of polypeptide backbone, (c) RMSD values of polypeptide 

























































DRB1*01:01 – lapatinib – HA peptide (frame 2)
DRB1*01:01 – lapatinib – HA peptide (frame 3)
DRB1*07:01 – lapatinib – TT peptide
DRB1*15:01 – lapatinib – MBP peptide
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HLA-DRB1*01:01-HAペプチド (フレーム 2) との複合体では、ラパチニブのコンフォ
メーションは HAペプチド非存在下と類似しており、P1ポケットおよび P4ポケットと
の相互作用が認められた (Figure 26(a,b))。HA ペプチドは両末端を除いて比較的 RMSF
は小さく安定と考えられたが、HLA の α 鎖 α ヘリックス構造に破綻が認められた事か
ら、複合体として妥当な構造では無い可能性が考えられた。 
HLA-DRB1*01:01-HAペプチド (フレーム 3) との複合体では、フルオロフェニル基が
P1 ポケットから飛び出しており、P1 ポケットとの相互作用に関してラパチニブと HA
ペプチドが競合していると考えられた (Figure 26(c,d))。HA ペプチド全体の RMSF が極





能性が示唆された (Figure 26(e,f))。また、”代表構造”における TTペプチドは、ラパチニ













Figure 26. Simulated representative structures of lapatinib-bound trimers. (a,b) HLA-
DRB1*01:01-HA peptide in frame 2 and (c,d) frame 3, HLA-DRB1*07:01-TT peptide in frame 3 
and (e,f) HLA-DRB1*15:01-MBP peptide in frame 3. (a,c,e,g) Alignment of the initial structure 













および HLA-DRB1*07:01-ラパチニブ-TTペプチド 3者複合体のみで認められた。 
 
 
Figure 27. General conformations of HLA-DR molecules in 31 MD simulations. All representative 
structures from 31 MD simulations were aligned and divided into three categories based on the 
conformation of β-chain α-helix. A closed structure (gray), an open structure (red), and a “tightly 







3-2-2. In vitroペプチド結合試験 
HLA-DRB1*07:01へのプローブペプチド結合に対するラパチニブの影響を実験的に評
価するため、in vitro ペプチド結合試験を行った。その結果、ラパチニブは HLA-
DRB1*07:01 へのプローブペプチドの結合を有意に増加させ (Figure 28(a))、その作用は
0.25 μMから 250 μMまで濃度依存的であった。一方、対照アレルとして評価した HLA-
DRB1*15:01 へのプローブペプチドの結合に対する影響は 250 μM で有意差が認められ




Figure 28. The effect of lapatinib, amoxicillin and lumiracoxib on the binding of probe peptides to 
(a) HLA-DRB1*07:01 and (b) HLA-DRB1*15:01. Data represent the mean ± SD of triplicate.  
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ペプチドの HLA-DRB1*07:01 への結合が阻害され得る事が in vitro および in silico で示









相互作用様式がシミュレーション出来ていると考えられた (Figure 24)。また、3 種類の















さらに、HLA-DRB1*01:01 では HLA の α 鎖 α ヘリックス構造に破綻が認められ、シミ
ュレーションで得られた複合体構造は妥当性に欠ける可能性が考えられた。一方、HLA-
DRB1*07:01および DRB1*15:01の複合体では αヘリックス構造は維持された。 
HLA-DRB1*07:01 に対する TT ペプチドの結合様式も不自然なコンフォメーションと
なったが、ラパチニブに重なる中央部の RMSFは比較的小さかった。これは、β鎖 66番
目のアミノ酸残基周辺部分が大きく α鎖側に近づくコンフォメーション変化を起こす事





チニブ-TT ペプチド 3 者複合体のみで認められた事から、非常に特異性の高いコンフォ































ある特定の HLA アレルに絞った細胞系の評価系が多く、創薬過程における IDT スクリ
ーニング評価系としては、スループットおよび HLA アレルの網羅性の 2 点から現実的
な活用が困難であった。 
本研究の第 1 章から第 3 章では、この 2 点を考慮した 3 種類の評価方法を用いて、3
種類の IDILI 発症薬物と HLA リスクアレルとの相互作用メカニズムの検討を行った。







In silicoでは HLA modeler54)を用いたホモロジーモデリングにより、アミノ酸配列情報
のみからペプチド結合溝の立体構造を高精度で構築可能である 54)。したがって、理論的
には、全ての HLAクラス Iおよびクラス IIタンパク質の評価が可能であり、この HLA
アレルの網羅性が in silico 評価系の最大の利点と考える。また、ドッキングシミュレー
ションは他の評価系と比較して圧倒的にスループットに優れ、スクリーニング評価に適
していると考えられる。 
第 1章で予測されたネビラピンと HLA-DRB1*01:01の P4ポケットとの相互作用は、







ットに対する結合親和性 (GoldScore) を指標の一つとして誘導体展開を行い、in vitroに
おいて HLA-B*57:01 を介した T 細胞活性化を起こさないアバカビル誘導体の獲得に成
功している 90)。 
一方、第 1章で予測されたネビラピンと HLA-DRB1*01:01との間の GBVI/WSA_dGは
ネビラピンと HLA-B*14:02 の値より高く、結合親和性としては比較的低いと予測され
た。また第 2章では、キシメラガトランと 3種類の HLA-DRとのドッキングシミュレー
ションにおいて、IDILIリスクアレルである HLA-DRB1*07:01 に特異的な結合親和性の
高さは見出されなかった。したがって、ドッキングシミュレーションにおける















第 1章では、ネビラピンが HLA-DRB1*01:01の P4ポケットと相互作用する事によ
り、HAペプチドならびに HLA分子のコンフォメーションが変化する事が示唆さ
れ、”altered conformation”仮説を支持する結果を得た。第 2章では、キシメラガトラン





















4-2-3. In vitroペプチド結合試験 
2018年 9月の時点で、HLAクラス Iおよびクラス IIアレルはそれぞれ 14,800種類お
よび 5,288種類存在する 91)。これら全ての HLAアレルのタンパク質を準備する事は現
実的に極めて困難であり、in vitro評価系では評価可能な HLAアレル数が限られてしま
う事態は避けられない。 

















































本研究では、3種類の IDILI発症薬物と、IDILI発症関連因子である HLAクラス II分
子との相互作用について in silicoおよび in vitroの検討を行い、いずれの薬物も HLAペ
プチド結合溝との直接相互作用により、抗原ペプチドおよび HLA 分子のコンフォメー
ションに影響を及ぼす事が示唆された。 
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